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currently  considered  as  one  of  the  most  serious  threats  to  public  health.  Apart  from  clinical 
environments, soil ecosystems also represent a major source of antibiotic resistance determinants, 
which  can potentially disseminate across distinct microbial habitats and be acquired by human 
pathogens  via  horizontal  gene  transfer.  Therefore,  it  is  of  global  importance  to  retrieve 
comprehensive information on environmental factors, contributing to an accumulation of antibiotic 
resistance  genes  and  mobile  genetic  elements  in  these  ecosystems.  Here,  medically  relevant 





macrolide  resistance  gene mefA  as well  as  the  sulfonamide  resistance  gene  sul2 was  positively 
















of deaths  from  infections with antibiotic‐resistant bacteria  (ARBs) might  even  exceed  those  from 
cancer  in  2050  [1].  To  counteract  this  prediction,  a  reduction  of  antibiotic  use  to  a minimum  is 
necessary. However,  antibacterial  preparations  are  still widely  overused  globally  and  sufficient 
knowledge on  the various products  is  frequently  lacking  [2–4].  In  recent years, efforts have been 
made to control the spread of antibiotic resistance genes (ARGs) by agencies such as the World Health 
Organization (WHO), the European Union agency for Disease Prevention and Control (ECDC), the 
European Medicines Agency  (EMA) and  the European Food Safety Authority  (EFSA)  [5].  In  this 
context, the WHO published a report on critically important antibiotics for human medicine, based 
on  which  risk  management  strategies  for  antimicrobial  use  in  food‐producing  animals  can  be 
formulated [6]. This is of high importance as a major fraction of all human diseases develop in animals 
[7], potentially harboring bacteria that acquired resistance as a result of exposure to antibiotics. Some 
of  these  bacteria pose  risks  to public  health  as  they might  cause difficult  to  treat  infections  [8]. 
Therefore, the European Union banned the use of antibiotic growth promoters in agriculture in 2006 
[9],  allowing  antibiotic  application  only  for  veterinary  purposes.  Nevertheless,  it  remains 
questionable whether  this  is  sufficient  to  significantly  limit  the  spread  of  ARBs  and ARGs,  as 
veterinary antibiotics are widely used due to prevalent  factory  farming and the associated higher 
infection risk of farm animals [10,11]. 
Although high densities of ARGs can be  found  in bacteria  from clinical settings,  the original 
sources of the respective genes remain largely unknown. ARGs and ARBs can potentially spread to 
humans  through  direct  or  indirect  contact  with  the  soil  microbial  community  [12–14],  which 
comprises numerous antibiotic producers but also bacteria which evolved  resistance mechanisms 





proportion of resistant bacteria  in  the gut microbial community of  the animals  [20]. Additionally, 
antibiotics are to a large extent eliminated functionally through feces and accumulate in manure [21]. 




Many  studies  on  the  distribution  of  ARGs  in  non‐clinical  environments  were  focused  on 
grassland  soils.  In  contrast,  almost no  comprehensive  surveys on  antibiotic  resistance profiles of 
forest soils are available [25], even though  they provide information about the natural abundance 
and  spread  of  resistance  genes  in  habitats  with  comparably  low  anthropogenic  influence.  As 
grasslands are often affected by agricultural  land use and  typically  in closer proximity  to human 
activities  than  forests, direct comparisons between  resistomes derived  from  these ecosystems are 
necessary  to  predict  possible  consequences  of  anthropogenic  impacts.  Furthermore,  forest  soil 
resistomes are of great interest, as effects of environmental parameters can be analyzed in natural 
settings. These parameters  include  the diversity  of  fungi,  some  of which  are  known  to produce 
antibiotics such as penicillin [26], and dominant tree species as it has been shown that they can shape 
soil microbial communities [27,28].   
Here, 150 grassland and 150  forest  soil  samples  from  three geographic  regions  in Germany, 
located up to 700 km apart, were analyzed for the abundance of medically relevant ARGs. In addition, 
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Our  comprehensive  dataset  allowed  an  analysis,  decoupled  from  regional  influences,  and 
enabled the identification of general land use practices and soil properties increasing the abundance 
of ARGs and MGEs over a large spatial scale. Additionally, the study was conducted in Germany, a 





















Microbial  community  DNA was  isolated  from  the  300  soil  samples  by  using  the  DNeasy 









We  amplified  fungal  ITS DNA  by  using  proofreading Kapa Hifi  polymerase  (Kapa Biosystems, 
Boston, MA, USA)  and  the  primers  fITS7  (5′‐GTGARTCATCGAATCTTTG‐3′)  [34]  and  ITS4  (5′‐
TCCTCCGCTTATTGATATGC‐3′)  [35]  which  contained  Illumina  adapter  sequences.  The  PCR 
reactions were initiated at 95 °C (3 min) followed by 30 cycles of 98 °C (20 s), 56 °C (20 s) and 72 °C 
(20 s), and ended with incubation at 72 °C for 5 min. Each PCR reaction was carried out in triplicate 
and  the  created  amplicons were  checked by gel  electrophoresis  and purified with  an Agencourt 
AMPure XP kit (Beckman Coulter, Krefeld, Germany). Illumina Nextera XT Indices were added in 
an additional PCR and subsequently products were purified with AMPure beads (Beckmann Coulter, 

























All  quantifications were  conducted with  an  iQ5  real‐time  PCR  detection  system  (Bio‐Rad, 
Hercules, CA, USA). Quantification of 16S rRNA genes was performed by using 12 ng template DNA, 
0.4 μM of the primers BACT1369F (5′‐CGGTGAATACGTTCYCGG‐3′) and PROK1492R (5′‐GGWTA 
CCTTGTTACGACTT‐3′),  and  0.2  μM  of  the  TaqMan  probe  TM1389F  ([FAM]  5′‐CTTGTACA 
CACCGCCCGTC‐3′  [TAM])  [46]. A DNA  fragment obtained via PCR using  the BACT1369F and 
PROK1492R  primer  set  was  cloned  into  the  vector  pCR4‐TOPO  (Thermo  Fisher  Scientific, 
Braunschweig, Germany), as recommended by the manufacturer, to serve as standard. To quantify 
IncP‐1 plasmids 18 ng  template DNA, 0.4 μM of each of  the primers F  (5′‐TCATCGACAACGAC 
TACAACG‐3′), R (5′‐TTCTTCTTGCCCTTCGCCAG‐3′), Fz (5′‐TCGTGGATAACGACTACAACG‐3′), 
Rge (5′‐TTYTTCYTGCCCTTGGCCAG‐3′), and Rd (5′‐TTCTTGACTCCCTTCGCCAG‐3′), and 0.2 μM 
of  the TaqMan probe P  ([Fam] 5′‐TCAGYTCRTTGCGYTGCAGGTTCTCVAT‐3′  [Tam]) were used 
[47]. The pCR2.1‐TOPO vector (Thermo Fisher Scientific) comprising an insert, amplified with the F 
and R  primers  targeting  the  korB  gene  of  the RP4  plasmid  [48],  served  as  standard  throughout 
quantification. The class 1 integron‐integrase gene intI1 was quantified using 18.5 ng template DNA, 
0.4  μM of  each of  the primers  intI1‐LC1  (5′‐GCCTTGATGTTACCCGAGAG‐3′)  and  intI1‐LC5  (5′‐
GATCGGTCGAATGCGTGT‐3′),  and  0.2  μM  of  the  intI1‐probe  ([FAM]  5′‐ATTCCTGGCC 
GTGGTTCTGGGTTTT‐3′ [BHQ1]) [49]. Quantification of 16S rRNA genes, IncP‐1 plasmids and class 




selected DNA samples were  included  into each of  the plates, based on which  the base  lines were 
standardized. 
2.4. Detection of Antibiotic Resistance Genes via qPCR Array 
Comprehensive qPCR  arrays  including  a  total of  84 ARGs were performed based on DNA, 
extracted from a subset of collected soil samples. These soil samples were derived from grassland 
(AEG8, AEG21, HEG7, HEG21 SEG32, and SEG43) and forest (AEW2, AEW7, HEW3, HEW5, and 





supplied  in  each well  of  the  qPCR  array). More  precisely,  five  aminoglycoside,  57  β‐lactam,  14 
erythromycin, five macrolide, two tetracycline and two vancomycin resistance genes were analyzed. 
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Kit  (Qiagen),  19  ng  template  DNA,  and  0.7  μM  of  each  of  the  primers  sul2‐forward  (5′‐






























the R package corrplot  [55]. Afterwards,  it was  tested whether specific genes occur notably more 
often  in grassland  than  in  forest soil.  In  this context,  the occurrence  (binomial model) or  relative 
abundance  (tobit model) of  the  respective genes, which  showed  less  than  80% non‐detects  (80% 




grasslands  and  each  exploratory.  When  insufficient  numbers  of  uncensored  observations  were 










collinearity, only one of  these  two parameters was  chosen, based on quality  comparisons of  the 
respective gene models. In the first step, only one land use variable along with the pH or the soil 
moisture was modeled at a time, to evade the influence of collinearity between the different land use 















A  total of 84 ARGs were quantified  in a  subset of  soil samples derived  from  three different 
geographic  regions  in  Germany  (Hainich‐Dün,  Schorfheide‐Chorin  and  Schwäbische  Alb).  This 
subset covers beech and spruce forest soils as well as grassland soils affected by different land use 
intensities. The very low CT values and detection frequencies with respect to the majority of the 84 




identification  of  factors  significantly  shaping  forest  and  grassland  soil  resistomes.  The  analyzed 
factors  comprise  land use practices  (fertilization, grazing and mowing) as well as dominant  tree 
species  and  soil  fungal  diversity.  Furthermore,  besides  resistances  to  representatives  of  the 
mentioned antibiotic classes, the sulfonamide resistance gene sul2 was considered. 






























the  occurrence  of  mefA  is  positively  influenced  by  nitrogen  input  from  organic  fertilizers  and 
negatively influenced by the soil moisture content (p‐values: 9.4 x 10−4 and 3 x 10−3, estimate: 1.14 and 
−0.68; R2: 0.24), which was again validated by  the  tobit model  (p‐values: 3.9 x 10−3 and 9.2 x 10−5; 
estimate: 0.64 and  −1.01; R2: 0.11). The occurrence and relative abundance of  the sul2 gene  is also 





















represent  Schwäbische‐Alb,  Hainich‐Dün  and  Schorfheide‐Chorin  grassland  soils,  respectively, 








In  general,  blaIMP‐12  and  blaIMP‐5 were  the  only  analyzed  genes, which were  not  significantly more 
abundant in grassland than in forest soils. Regarding the grassland soils, no environmental parameter 
could be identified which impacts the abundance of these genes. 





left  column  lists  the  dependent  (shown  in  bold)  and  independent  variables  of  each model  (also 
intercept is considered with respect to each model). The models below the dashed bar focus on blaIMP‐
12 in forest soils and the other models focus on aac(6’)‐lb, mefA and sul2 in grassland soils. Est. is the 
abbreviation  for  estimate, Moisture  for  soil moisture, Shan‐H  for  fungal diversity  as  assessed by 
Shannon index, Df stands for degrees of freedom and Null/ Resid. for the null or residual deviance, 
respectively. 
  A          B         
  p  Est.  R2  Df  Null/ Resid.  p  Est.  R2  Df  Null/ Resid.   
aac(6’)‐lb        0.21  143  191.3/152      0.12  142  333.7/292.7 
Intercept  3.8 x 10−7  −12.29          < 2 x 10−16  −31.49       
Mowing  0.03  0.45          4.4 x 10−2  0.37         
pH  7.4 x 10−7  1.74          1.5 x 10−7  1.65         
mefA      0.24  140  198.6/163      0.11  141  198.6/178.5 
Intercept  0.02  0.52        < 2 x 10−16  −18.81       
Mowing  0.13  0.33          8.1 x 10−2  0.41         
Org. N  9.4 x 10−4  1.14          3.9 x 10−3  0.64         
Moisture  3.0 x 10−3  −0.68          9.2 x 10−5  −1.01         
sul2      0.1  140  182.5/171.6        0.08  140  182.5/177.9 
Intercept  9.3 x 10−4  −0.62        < 2 x 10−16  −22.18       
Org. N  0.01  0.53          2.2 x 10−3  1.60         
Moisture  0.10  −0.37          8.9 x 10−2  −1.14         
blaIMP‐12        0.17  133  188.5/155.6      0.09  132  417.1/380.7 
Intercept  8.4 x 10−4  −1.64        < 2 x 10−16  −21.93       
Beech  7.0 x 10−5  2.13          7.4 x 10−6  2.75         
Shan‐H  4.6 x 10−3  0.65          2.4 x 10−3  0.73         
4. Discussion 
In  this  study,  a  general  difference  between  grassland  and  forest  soils  with  respect  to  the 
occurrence of selected ARGs and MGEs was visible. All selected ARGs, except the two β‐lactamase 









and  the  abundance  of  the  aac(6’)‐lb  gene  in  grassland  soil. Another possible  explanation  for  the 
identified differences between forest and grassland ecosystems might be proximity to anthropogenic 



























IncP‐1  Yes  ‐  ‐ 
aac(6’)‐lb  Further analysis required *  Mowing frequency and pH  ‐ 
mefA  Yes  Organic nitrogen input  ‐ 
sul2  Yes  Organic nitrogen input and 
soil moisture  ‐ 
blaIMP‐12  No  ‐  Fungal diversity and beech 
as dominant tree species 





fertilizer  application  in  grassland.  The  sulfonamide  resistance  gene  sul2  encodes  an  alternative 







have  a  broad  spectrum,  including  infections  of  the  gastrointestinal  tract,  the  urinary‐  and 
reproductive system as well as the skin, joints and hoof. 
The  quantified  resistance  gene  mefA  encodes  an  efflux  protein  of  the  major  facilitator 









calves purchased  from different  sources  fall  ill,  it  is also  common  to  treat  the  entire group. This 
procedure  is  called metaphylactic  treatment. Organic  cattle  farms  usually  forego metaphylactic 
applications with tulathromycin, but  individual  treatments of calves with respiratory diseases are 
still  conducted  when  necessary.  A  reason  for  the  frequent  application  of  tulathromycin  is  its 
functionality against mycoplasma species, one of the major causative agents for respiratory infections 
in  calves  [76]. As  these  bacteria  lack  a  cell wall,  they  are  intrinsically  resistant  against  β‐lactam 
antibiotics. Tulathromycin has to be administered only once due to a consistently high drug‐level 
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over longer times. It has an elimination half time in cattle of approximately 90 h, which is far higher 
than  that  of  erythromycin  (3–16  h)  [75,77].  Macrolides  with  longer  elimination  half  times  are 
suspected  to promote higher  resistance development due  to  longer  exposure  of  bacteria  to  sub‐
inhibitory  drug  concentrations  [78].  Therefore,  the  frequent  usage  of  tulathromycin  in  bovine 
agriculture could promote the resistance development of different Streptococci species within animal 
microbiomes.   
As Streptococci species are also part of  the gastrointestinal microbiome  in cattle  [79], resistant 




study by Hu  et al.  [52],  that application of manure, which has not been  treated with antibiotics, 
increases the ARG abundance in soil notably. However, as only 50% of the tulathromycin, 17.9% of 
sulfadimethoxine and 11–37% of sulfamethazine, used for treatment, are eliminated functionally by 
cattle  [80,81],  it  seems  probable,  that  besides  ARB  along  with  their  ARGs  also  the  antibiotics 






this  gene  can  lead  to  resistance  toward  representatives  of  a  second  class  of  antibiotics,  the 
fluoroquinolones [82–84]. 
According  to contacted veterinarians, aminoglycosides are not very often used  to  treat cattle 
present  in  the analyzed  study  region. However,  they are  sometimes byproducts of antimicrobial 
preparations to treat acute udder diseases and to prevent udder infections during dry period. As all 
lactating cows  from conventional dairy  farms go  through  the about  six weeks  lasting dry period 
before each calving,  it  is a considerable  factor  that could  influence cattle  resistomes notably  [85]. 
Apart from  the aminoglycosides,  fluoroquinolones are also used to treat  febrile udder diseases of 
cattle.  As  the  WHO  declared  them  as  critically  important  antimicrobials,  it  is  required  that 








partly  explain  the  frequent detection  of  aac(6’)‐lb  in  grassland  soils with  and without  history  of 
organic fertilization. 
With  respect  to  the  applied  land  use  practices  in  grasslands  of  the  study  region,  a  clear 
correlation between mowing and the abundance of the aac(6’)‐lb gene could be identified. Plants have 
been shown to be a potential reservoir of ARB, due to uptake and accumulation of antibiotics [92,93]. 
Hence, mowing  could  increase  the  contact  between  antibiotic‐resistant  endophytes  and  the  soil 
community, and thereby promote HGT, which would explain the positive influence of the mowing 









as  they  are mainly  encoded  on  class  1  integrons within  transferable  plasmids  [96–100].  The  β‐
lactamase blaIMP‐12 was originally identified in a clinical Pseudomonas putida isolate and its preferred 
substrates include aminopenicillins, cephalosporins and carbapenems [98]. 
β‐Lactam  antibiotics  (penicillins,  aminopenicillins  and  cephalosporins  of  the  first  to  fourth 
generation)  are  the most  commonly  applied  substances  in  veterinary medicine, which was  also 















well as soil  fungal diversity. This  is most probably due  to  the connectedness between soil  fungal 
communities and tree species [105]. Furthermore, as penicillins and cephalosporins are synthesized 
by  the  filamentous  fungi  Penicillium  rubens  [106,107]  and  Acremonium  chysogenum  (priorily 
Cephalosporium  acremonium)  [108,109],  it  is  not  surprising,  that  the  soil  fungal  community  has  a 
significant  impact on blaIMP‐12 abundance.  It  is possible  that soil  fungi  intensify  the synthesis of β‐




which would  explain  their pronounced occurrence  in grassland  sites was not  found. The  IncP‐1 
plasmids have been shown to encode a variety of different ARGs and heavy metal resistance genes 
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